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A1 Doctor ALFREDO SORDELLI, cuyas constantes
v eflcaces indicaciones durante el transcurso del pre
sente trabajo, me han sido ayuda vallosa para la fell:z

terminacién del mismo, todo mi agradecimiento,



Ya hacia fines del siglo pasado los investigadores ep
pezaron a demostrar interés en conocer cuales eran los factores
responsables de la produccién de esporas, por las bacterlas del gé
nero Bacillus,

Desd: entonces, muchos han sido los trabajos efectua-
dos con este fin para tratar de llegar a un acuerdo, 1o cual hasta
el dfz de hoy no ha sido posible.

Entre los factores que han sido investigados se en -
cuentran los sigulentess 1) la presehcia de ox{geno molecularj; 2)
la temperatura de incubaciéng 3) el pHj 4) la composicién del mee-
dio y la concentracién de las sustancias nutritivasj 5) la acumu-
lacién de productos del retabolismo; 6) la desecacién del medioj
7) la tendencia a la disociacién.

Cohn y Koch fueron los primeros en notar que el libre
acceso de alre era esencial para la formacldn de esporas en los op
ganismos que estudiaban (B, subtilis v D, anthracis).

Estos resultados fueron confirmados en 1820 por Buch-
ner y otros. Buchner aunque no atribuyé al 02 ninguna influencia eg
pecifica en la produccién de esporas por el B, anthrecis suponfa
que era indispensable para permitir el crecimiento vegetativo,

Schreiber (1826) trabajando con B, gubtilis v 3. ap-
thracis 1legé a la conclusidén de que el 02 era esencial para la
formacién de esporas, aparte del efecto que tenfa sobre el creci-
miento vegetativo,

wund (1206) alumno de A.Meyer investigando el creci-

miento de bacteriss esporuladas en cajas de agar glucosado estudié
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cuantitativamente la influencla de la concentracién del 02 en la
germinacién de las esporas, en el creclmiento vegetativo y en la
formacién de esporas. Los datos de Wund muestran diferencias in-
teresantes entre las bacterias aeroblas en lo que se reflere a
la necesidad de 02.

En general, la concentracién minima de 02, para la
germinacién de esporas y para el crecimiento vegetativo (que es
prdcticamente la misma) es mds baja que la concentracién minima
para la produccidén de esporas.

En vista del hecho que la adicién de glucosa al me-
dio permite a muchas bacterias esporuladas crecer con concentra-
ciones de 02 mucho mds baj)as, es perfectamente posible que si 1la
glucosa estuviera ausente del medio de cultivo la concentracién
minima de 02 obtenida por Wund, fuera distinta y probableﬁente
nds alta,

02 presente por litrojmg.
inimo Optimo Méximo

Germinacién de esporas| 4.3 70 1.336
Crecimiento vegetativo| 4,3 60 1.336
Formacién de esporas 6.8 276 1.336

Holzmuller (1909) estudiando la fisiologfa de 5 cepas
de Bacillus mycoldes encontrd§ que el 02 era esencial para la for=-
maclién de esporas, Efectud el experimento tomando muestras prove-
nientes de un caldo de cultivo en el cual la produccién de espo -
ras no podfa llevarse a cabo a causa de la concentracién insufi -
clente de 02; la observacidén la hizo microscédpicamente en distin-

tos intervalos de tiempo variando la concentracién de 02, El1 tiem
//7/
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'po requerido para la formacién de esporas en las nuevas condicio-
nes variaba inversamente con la edad del medio de cultivo.

Se descubrid asimismo que la produccidén de esporas,
solo tenfa lugar entre clertas temperaturas. Se llegé & la con -
clusién de que para muchas y muy probablemente para todas las es=-
pecles de bacterias esporuladas el intervalo de temperaturas para
la produccidén de esporas es més estrecho que el que corresponde
al crecimiehto; o0 sea que el crecimiento puede tener lugar a teme
peraturas mds altas o mds bajas que las que limitan la esporula =
cién, Estas temperaturas que limitan el crecimiento y la esporu -
lacién, varfan no solamente con las especies pero también con la
cepa 0 variedad de las bacterias esporuladas,

Schrelder (1896) y mas tarde Gdrtner (1903) llegaron
a la conclusién importante que la adicidn de un carbohidrato re-
tarda el crecimieanto y la formacidén de esporas solo cuando el %
de N aprovechable es escaso,

Itano y Neill (1918-19) encontraron que los l{mites
de pH tanto para la germinacién como para la produceién de espo-
ras se encontraban entre 7 y 8, mientras que para el crecimiento
el pH est{ comprendido entre 4,2 y 9,4.

En la actualidad en lo tnico que concuerdan los in-
vestigadores es en 1o que se reflere al intervalo de temperatura
de 1incubacidén necesario para que se produzca el crecimiento y la
esporulacién y ademds en las condiciones éptimas para el creci -
miento y la esporulacidén que son las mismas,

En el estudio de los demds factores que interesan
en el mismo problema existe en general discordancia.

No estf ain definitivamente demostrado el argumento
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segin el cual la formacién de endosporas es deblda ya sea al ago=-
tamiento del medio (Buchner 1890) o bien a la acumulacién de pro-
ductos secundarios del metabolismo (Lehmann 1888; Migula 1904),

Se observé que el % de esporas producidas por el B,
mycoldes en soluciones aereadas de peptona aumenta a medida que
decrece la concentracidn de peptona y que lo contrario sucede con
el B, fusiformis.

Brunstetter y Magoon (1932) llegaron a la conclusién
de que tanto la concentracién de productos del metabolismo, como
la concentracién de sustancias nutritivas eran de gran importancia
en la determinacidén del # de esporas en el B, mycoideg mientras
que para el B, fusiformis "la acumulacién de productos del metabo-
lismo parece tener mucha mds importancila que la concentracién de
sustancias nutritivas,"

El trabajo de Cook (1931) segin el cual el B, subti-
1is solo forma esporas en un intervalo de pH comprendido entre 6
y. 7 fué refutado por Fabian y Bryan (1933) quienes observaron la
esporulacién de esa bacteria entre pH 5.0 y 7.5.

Williams (1929) fué incapaz de obtener esporas de B,
subtilis en muchos medios sintéticos mientras Roberts (1934) ha-
116 60 a 70% de endosporas de las mismas especles al cabo de 5§
dfes en un medio sintético relativamente sencillo, usando como
comparacién una solucién al 1§ de peptona donde solo se observae
ba un 30% de esporas.

Los factores especificos esenciales, para permitir
la esporulacién de las bacterias son adn poco conocidas.

Hayward (1943) estudid el efecto que sobre la espo-
rulacién del B, subtilis tenfan las silguientes sustancias:tiamina
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dcido nicotfnico., dcido pantoténico, riboflavina, piridoxina o big
tina en un medio de hidrolizado de casefna 1libre de vitaminas, so-
lo con el inositol se observd un débil estImulp en la produccidn
de esporas,

En cuanto a las sustancias indispensables para el cre
cimiento de estas mismas bacterias, poco o nada se sabfa hasta que
Lochhead (1944) descubrid la necesidad de tiamina para el creci -
miento del B, larvae.

Katznelson y Lochhead (1947) trabajaron con B, alveli
y B, pare alvel y trataron de determinar cuales eran las vitaminas
¥y los amino d4cidos necesarios para el crecimiento de esas bacterlas.

Resulté indispensable la tiamina para el B, alvel tan
to en un medio sintético como en uno a base de caseina hidrolizadaj
los amino £cidos indispensables son la glicina, cistina y la leuci
na,

Parecidas pero né 1dénticas, son las necesidades del
B, para alvei ya que la tiamina actda para su crecimiento como eg
timulante peroc no como factor indispensable; como amino 4cido la
cistina resultd indispensable en los medios carentes de tiamina,

En cuanto a la propledad de esporular, constituye
parte del amplio y complejo problema de la disociacién bacteriana
y estf perfectamente establecido que la esporulacién estd profun-

damente vinculada con la disociacidn bacteriana.
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CAPITULO II
OBJETO DEL, PRESENTE ESTUDIO

El presente trabajo se inicié con la observacién mi-
croscédpica de un preparado tefildo por el método de Gram de Lacto-
bacillus casel cultivado en caldo de levadura glucosado,

Ademds de las formas tfpicas del Lactobacillus apare
cleron en la observacién microscédpica bacterias Gram con tendencia
a dar fllamentos que al comienzo fueron confundidos con el Lacto-
bacilius ¥y que luego resultd ser una infeccidén del cultivo,

Se aisld esta bacteria, sembrando material de ese
caldo en cajas de agar extracto de carne, lo cual se consiguié sa
tisfactoriamente, ya que en ese medio se produjo unicamente el
crecimiento de lo que se consideraba una infeccidédn., Una nueva co-
loracidn de Gram de esa bacteria demostrd que se trataba de una bag
teria esporulada, la cual convenientemente estudiada resulté ser
Bacillus subtilis,

Se considerd de interés estudiar el comportamiento
del B, subtilis y de otras bacterlas esporuladas en medlos a base
‘de levadura;j tratar de establecer por qué motivo el B, subtilis
no esporulaba o lo hacfa tardfamente en esos medios; fraccionar
el extracto de levadura por distintos disolventes y ver si se po-
df{a reproducir en una de las fracciones las propiedades observa-
das en el extracto de levadura total.

Este fué el primer problema que se presenté; pero
desde un principio se encontré que de las varias bacterias en es-
tudio pocas eran las que se comportaban en igual forma, a pesar

de mostrar todas una diferencia marcada entre su conducta en el

caldo de levadura y el cealdo extracto de carne,
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Fué asf como al primitivo asunto de la esporulacién,
se afiadid el problema del crecimiento y su inhibieiédn siempre en
medios a base de levadura,

Desde ya puede adelantarse que las principales dife-
renclas en el comportamiento de las bacterias esporuladas se ha-
llaron en la fraccién de levadura extrafda por alcohol, ain cuan-
do no se ha llegado a determinar cuales eran las sustancias res =

ponsables de dicho comportamiento.
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CAPITULO III

EL, COMPORTAMIENTO DE VARIAS ESPECIES DE BACTERIAS
ESPORULADAS EN EL MEDIO DE LEVADURA.

Debido a la observacién efectuada con el B, subtilis,
segin 1la cual se inhibfa la esporulacidén de esta bacteria cuando
se la cultivaba en un medio de levadura glucosada, se traté de ver

sl ese mismo fenémeno se repetfa con otras bacterias esporuladas

aerobilas,
Se practlcd el ensayo con las sigulentes bacterias:
B, cereus, B, mycoides, atus, B, fusiformis, B, laterospo-

rus, B, megatherium, B, simplex y B, subtilis.

El medio utilizado era agar extracto de levadura y la
comparacidn se hizo con agar extracto de carne; ambos medios se en
sayaron con y sin adicidén de glucosa,

Ya desde un principio fué posible establecer que el
fendmeno no era general, pues nl el B, cereus ni el B, mycoides cre
cleron en los medios a base de levadura y la inhibicién de la espg
rulacién en las demds bacterias resulté ser menor que en el B, sub-
tills, el cual tard$ mas tiempo en esporular; también &1 muestra
una diferencia m4s marcada en su morfologfa cuando se la compara
con la del extracto de carne. E1 B, laterosporus solo comenzé a
desarrollar a las 86 hs.; en cuanto a la esporulacién, se comporta
como las demds bacterias de su género.

A pesar del diferente comportamlento de las bacterias
esporuladas frente a los mismos agentes, en este caso el extracto
de levadura, existe una similitud que consiste en la alteracién
en ese medio de algunas caracterfsticas importantes de estas bacte

rias, como son la esporulacién y el crecimiento. Los ensayos sub-
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sigulentes han sido efectuados preferentemente con el B, subtilis
en cuanto a la esporulacién y con el B, cereus en lo que atafie al

crecimiento.

s
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CAPITULO IV
0D ECIMIENTO Y ESPORULACION DEL,_ BA US_SUBTILIS
N I0S SOLIDOS Y LIQUIDOS A BASE DE ADURA .

Debldo a los resultados obtenidos en las experien-
cias anteriores, se traté de preparar un extracto de levadura
que hiclera aparecer las diferencias mds evidentes en el aeci-
miento y la esporulacidn de las bacterias en comparacién con
los medios comunes (extracto de carne) con la misma concentra-
ci1én de sustancias (determinadas por residuc seco),

Suponiendo que las condiciones segin las cuales
se efectda la autélisis de la levadura tuvieran alguna influen-
cla sobre las propiedades observadas en las bacterias esporula-
das, se prepararon medlos distintos variando e; tiempo y la tem
peratura de autdélisis,

Se autolizé 1la levadura a 379, 24 hs, y a 502, 24
hs. También se ensayd la autdlisis durante 24 hs. a 3792 seguida
de otras 24 hs. a 502 y viceversa, Por cada uno de estos proce-
dimientos se obtuvo un medlo de cultivo diferente, Se ajusta el
pH a 7.

En cuanto a la esterilizacidn se usaron tres proce
dimientoss filtracién por Seitz (F), esterilizacién simple (E)
y doble (EE) con el fin de observar las posibles variaclones que
cada uno de éstos métodos pudliera ocasionar., Se agregd estéril-
mente 2% de glucosa a cada uno de los tubos a utilizar y se hi-
zo el ensayo en medio sélido y l{quido.

El organismo utilizado es una cepa de B, subtilis.
De un cultivo viejo del mismo en agar extracto de carne se hace

un repique en otro tubo constitufdo por el mismo medio y se lo
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incuba 24 hs. 2 379, A partir de ese cultivo se hace una suspensién
en agua estéril y se toma un ansa de material de ese 1fquido para

sembrar en cada uno de los tubos de la experlencia,
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La observacién de los cultivos, que se expone en
el cuadro anterior, nos llevé a la conclusién de que convenfa autg
lizar la levadura de cerveza preferentemente a 502 durante 24 hs.
0 bien hacer preceder o segulr este calentamiento por otro a 37%,
pues era en esas condiciones que se obtenfa con el extracto de le-
vadura 1a§ diferencias mas aprecilables con respecto al medio comin
de extracto de carne,

En cuanto a la esterilizacién, el método por filtra-
cién no demostré tener ninguna ventaja, sobre aquél por calenta -
miento en autoclave,

La experiencia en medio 1fquido, no merece la pena
citar en extenso pues los resultados son comparables a los obser=-
vados con el medio sélido.

Como caracter{stica diferenclal interesante, en cuan
to a su comparacién con el caldo extracto de carne, es que la pell
cula presenta en el extracto de levadura una superficie muy rugo-
sa cublerta de gotas de roc{o que perduran ain después de 10 dfas
de siembra.

CARACTERISTICAS INHERENTES A LA ESPORULACION

Conjuntamente con la observacidédn morfoldgica de las
colonias, se hicleron preparados coloreados de los mismos culti-
vos para comparar el porcentaje de esporas en uno y otro medio,

Los resultados varlables que se obtienen de los pre
parados hechos a partir del medio 1lfquido, en parte se deben a la
extrema viscosidad de la pelfcula y a la dificultad de poder ele-
glr las partes del cultivo de morfologfa parecida en los diferen-

tes tubos, sobre todo en aguellos en los cuales la pelfcula estd

s
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cubierta por numerosas gotas de rocfo., En los medios sélidos esta
dificultad no se presentz pues debido a que el cultivo se extien-
de en una superficie mayor, resulta mds f4cil la eleccién de la
muestra,

Aparte del reducido nimero de esporas que se obser -
van en los medlos de levadura, al examinar microscédpicamente los
preparados de B btilis, las formas vegetativas tlenen una for=-
ma curiosa,pues ademfs de observarse pequefios bastoncitos de ex -
tremos afinados, aislados o dispuestos de a par son frecuentes
los bastones muy largos y delgados bastante curvados, tendlendo a
la forma filamentosa que muestran ser mas Gram gue los bastonci -

tos del mismo preparado,
COMPARACION DE ORULACION DEL B, SUBTILIS
EN MEDIOS SOLIDOS Y LIQUIDOS.

Porcentaje de esporas del B. subtilis
MEDIO 36 hs, 96 hs. 10 ds.

ol.liq. sol.liq. sol.liq.
372 E Eo Eo E2 Eo E3 Eg4
372 EE Eo Eo Ep7 Eo Ez E4
500 F Eo Eo E3z Ejs Eq4 Ep
502 E Eo Eo Ez Eg E4 Eg
502 EE ' Eo Eo E3 Eg Es Eg
372-502 F Eo’ Eo E3z BEsg E4 Eg
272=502 E Eo Eo Ez Eg Eg Eg
570=502 EE Eo Eo Eg Eg Eg Eg
£02-372 F Eo Eo Eos Eg E3 Eg
500372 E Eo Eo Es; Eg E3 Eg
500372 EE Eo Eo Eo Ejg E3 Eg
extracto carng E3 Eag Ejo E10 Ei10 Ej0

Eo 3 no esporas
E10= 100% de esporas
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CARACTERISTICAS DE LA GOTA DE ROCIO Y DE LA SUPERFICIE

HUMEDA EN UNA COLORACION DE GRAM.

Observacidn de la gota de rocfo. Gran nimero de bastones Gram dée

bilmente tefildos; estas bacterias constituyen como un magma, tal
como si hubiera una sustancia intercelular. También se ven bacte-
rias Gram blen tefildas, sueltas, uniformemente distribuidas sobre
el fondo de las bacterias Gram; rar{simas aparecen con una espora
subterminal que apenas deforma la bacteria. E1 material para ha =
cer el preparado se torné con pipetz Pasteur,

Observacidn de le superficie himeda del agar. Se ven al microsco-
pio bastones Gram muy amontonados, sobre los cuales se observan
bastones Gram sin esporular sueltos y muy fuertemente tefildos; el
nimero de esporas que se forma es muy pequefio,

Tanto una como otra observacién se hicieron partien=-
do de un cultivo de 10 dfas de inoculacién en el extracto de leva
dura glucosado,

En base a esto, puede afirmarse que es en ésta parte
del cultivo, donde el mimero de esporas es minimo. Resulta 1égico
llegar a esta conclusidn ya que de acuerdo con el cuadro I sdlo
se observa la aparicién de una superficie humeds en el agor, cuan
do ha existido anteriormente en ese lugar una gota de rocfo moti-
vo por el cual dicha superficle es considerada como una etapa pog

terior de zquella.
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CAPITULO ¥
CCIONAM 0D TRACTO D ,VAD CO AMIENTO
B, SUBTILIS ¥ B, CEREUS EN LAS DISTINTAS FRACCIONES.

Teniendo en cuenta que la composicién del extracto de
levadura es sin duda muy compleja, se resolvid fraccionarlo por
tratamiento con disolventes orgénicos, para observar las diferen-
cias de esporulacién y crecimiento que se producen cultivando bag
terias esporuladas en dichas fracciones,

El procedimiento usado es el sigulentes una cantidad
conocida de extracto de levadura se seca por destilacidn al vacfo
( no mas de 50 )j; una vez suficientemente seco el material, se ex
trae varias veces consecutivas por alcohol de 95¢ de modo que al
final de las extracciones se haya utilizedo una cantidad igual de
alcohol que de extracto primitivo antes de la esporulacién. El al
cohol se deja en contacto durante 8 horas mas o0 menos en cada 6Xx=
traceidn, agitando de vez en cuando pare que ésta se vea favoreci
da, Estas porciones de extracto alcohélico se rednen y filtran por
filtro plegado, E1 filtrado se destila al vacfo evitando tempera-
turas muy altas (502¢). Tanto en este caso como en el anterior,
se prefirié la destilacién al vacfo a temperatura baja, para evie
tar las posibles alteraclones por el calentamiento prolongado a
temperaturas relativamente altas,

En el baldn de destilacién se obtiene un residuo
blanco amarillento de olor "sul generls" que se disuelve en una
cantida¢ conocida de agua.

Constituye el "extracto soluble" en alcohol, Se reti
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ran de allf dos cc. de 1lfquido para determinar el residuo seco.

El residuo insoluble en alcohol también se disuelve
en una cantidad conocida de agué y se le determina asimismo el
residuo seco,

(1) (extracto original secado (2)
Extracto acuoso secado) (sol.en alcohol(3)
(extraccién alcohdlica)
(1nsol. en alcohol(4)

A partir del extracto soluble en alcohol se hicleron
extracclones con otros disolventes (acetona, éter y alcohol metf-
lico).

Una cantidad conocida de extracto soluble en alcohol
¥y ya disuelta en agua se seca al vacio_y el residuo se disuelve en

igual cantidad de alcohol caliente. A partir de este 1{fquido alco

hélico se tomaron muestras para hacer las sigulentes extracciones:

; (sol.acetona
1 parte extracto .alcohdlico ¢ 3 partes acetona)
(insol.en ac.
Se obtiene un pp. abundante.
i )sol,en &ter

1 parte extracto ‘alconélico e 3 partes éter
Yins,.en &éter

Se obtiene un pp. abundante.

1 varte de extracto alcohdlico ¢ 3 partes de alcohol
metflico; el extracto en alcohol etflico debilmente turbio se tor
na, al tratarse con alcohol metf{lico, totglmente limpido. De ca =
da una de las porciones extrafdas por los diferentes disolventes
se deteruinz el residuvo seco.

En la experiencla sigulente, sélo se consignan los re
sultados obtenidos con la fraccidn alcohélica; los lfquidos prove=
nientes de las otras extracclones solo se utilizarédn en una expe =-

riencia posterior.
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Cada uno de los extractos (1),(2),(3) y (4) llevados
a una concentracién de residuo seco de 2,4%, constituyen las ba -
ses de los medios de cultivo para la siguiente experiencia. En ca
da uno de ellos es necesario controlar el pH y ajustarlo a 75 el
extracto soluble en alcohol luego de la serie de operaciones a
que ha sido sometido tiene un pH # 5; en tanto que los demds 1{-
quldos se conservan aproximadamente en pH 7.

Influencia sobre el desarrollo del cultivo.

Analizando los cuadros siguilentes, llama la atencién

el comportamiento de las dos bacterias en estudio cultivadas en
el extracto alcohélico de levadura; el B, subtilis frente a la eg
porulacién y el B, cereus en cuanto al crecimiento.

En vista de que trabajando con una concentracidn al
2,4% de sustancla seca en el extracto alcohdlico, no se observaba
desarrollo del B, cereus se usaron concentraciones menores del
mismo (1,2; 0,6; 0,3) para ver si de este modo era posible hacer
desarrollar esa bacteria. En efecto al disminuir la concentracidn
del medio, el crecimiento fué aumentando paulatinamente, adn cuan
do no llega a ser tan abundante como en los medios comunes de ex-
tracto de carne. Se supuso ademds que el agregado de una fuente
hidrocarbonada a ese medio favorecerfa el crecimiento pero la ex-
periencia demostré lo contrario; se usaron para ello concentracig
nes decreclentes de glucosa,

Fué hecho también un ensayo andlogo con los medios
obtenidos por fracclonamiento aceténico y etéreo a partir del ex-
tracto alcohélico; el procedimiento empleado para preparar los me
dlos de cultivo a partir de esas fracclones, es exactamente el mig

mo que el utilizado para trabajar con el extracto alcohdlico o sea

/1777



que una vez determinado el residuo seco, se llevan los 1fquidos a
la concentracidn deseada, en este caso 0,6% y 0,3% para poder com
parar los resultados con los obtenldos en el extracto soluble en
alcohol, Se trabajla a pH & 7 y para la siembra de las bacterias se
utiliza el método exblicado en pdginas anteriores y que se adopta
ré exclusivamente para todas las experiencias subsiguilentes,
Asimismo, se determiné el pH de cada uno de los medios
al cabo de las 96 horas de inoculacién., La temperatura de incuba-
cién de los cultivos es de 379C, temperatura que se ha utilizado
en todos los ensayos afectuados, razén por la cual se omitird mep
cionar tal condicidn experimental en los ensayos que se expondrdn

a continuacién.
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De acuerdo con el cuadro adjunto se pueden hacer las
siguientes deducciones:

1) El1 crecimiento del B, ¢greus en las fracciones in-
solubles en éter y acetona (2 y 5), se efectda normalmente; la
glucosa no altera su desarrollo,

2) E1 Bacillus cereus crece en forma mucho mds limita-
da en las fracclones solubles en éter.y acetona que en las respece
tivas insolubles,

3) La presencla de glucosa en esas fracclones tiene un
efecto debilmente inhibitorio; éste se acentda en forma muy marca-
da al utilizar como medio de cultivo las mezclas de los extractos
solubles e insolubles respectivos en cantidades iguales (medios 3
y 8).

4) En el extracto soluble en alcohol (medio 7), a par-
tir del cual se han obtenido las distintas fracciones que se aca -
ban de anallzar, la influencia de la glucosa, Se observa en grado
mfximo.

5) La acidez, cuya produccién hublera podido ser un
factor importante para explicar la inhibicidn del crecimiento del
B, cereus, no nos permite a primera vista llegar a ninguna conclu=-
sién importante. Si bien el pIl disminuye en los medios que han su-
frido la adicidédn de glucosa y en las fracclones solubles esta dis-
minucién va acompafiada de una atenuacidn del crecimiento, este e -
fecto es completamente nulo en las fracclones insolubles, por lo
tanto la produccién de 4cido en los medios glucosados, podrfa ser
considerada como una de las causas de la inhibicidén, pero no la -

nica,
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CRECIMIENTO DEL BACILLUS CEREUS EN DISTINTAS FRACCIONES DEL
EXTRACTO DE LEVADURA

24 horas 96 horas
M E DI O S

0.64| 0.3%| 0.6%| pH | 0.3% | pH

1) Sol.acetona ¢ 0.1 glu. s * & | 6,6 s | 6.6
" " ¢$ 0,05 " 2 ¢ ¢ | 6,4 ¢+ | 6,6

" " sin " > > > 7 & | 6.8

b) Insol.acetona ¢ 0.1 glu. &6 [S0ee *¢ | 6,2 |Sres | 6,2
" n $ 0,056" 6> [ $630 FYYS 6.4 | sees 6.2

" " sin " et (S50 ** 8 e 8

3) Sol.e insol.acet.#0.1 glu. s . [ 6 e+ | 6,0
" " " &0,05" K3 . & | 6.2 ¢ | 6.4
" " " sin " *68s [ede |Seee 8.4 |evee 8.4
F) Sol. &ter ¢ 0.1 glu. " s & | 7.0 ¢« | 7.0
" " ¢ 0,057 e ' e | 7.0 ¢ | 7.0
" " gin " +> L ¢ | 7.4 ¢ | 7.4
F) Insol, éter ¢ 0.1 glu. *6e | +34 |483s | 6,0 [eeee | 6.2
n " ¢ 0,05 " "> *ee [ boee 6.2 |esee 6.0
" " sin " *E0E (S50 [S0de 8.2 | ¢+ess 8.2

£) Sol.einsol.étere0.1 glu. & . ¢ | 6.2 ¢ | 6.2
" " " &0.05" k3 I3 ¢+ | 6,2 & | 6,0
" " " sin " +6F (6646 (S0 8.2 | #eos 8.4

7) Sol. alcohol ¢ 0.1 glu. & & e | 6,2 ¢ | 6.4
n " e 0,06 " (3 I3 s | 6.4 ¢ | 6.4
" n sin n *re |P00s [ Fesd 7.8 | seee 8.4
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Morfologfa de las bacterias en los medios precedentes

Para tener una informacién mas precisa, acerca del nue
vo aspecto del Bacillus cereus, en los medios reclentemente estudia
dos, se hizo un preparado de Gram, de cada uno de los cultivos al
cabo de 48 hs. de inoculacién.

El dnico hecho que se repite invariablemente en todas
las observaciones es que la adicidn de glucosa al medio de cultivo,
previene la formacién de esporas; los medios que carecen de esta
fuente hidrocarbonada, muestran un porcentaje muy grande de bacte-
rias esporuladas; en cuanto a la tincidén de las bacterias, es muy
irregular, notédndose indistintamente, bastones Gran®* y Gram™,

xamen @& de bacterias viables d cultivos ante-
ore de las posibles variaciones inducidas

Como el cultivo en los medios anteriores, fué juzgado
por la turblidez, se consideré conveniente averiguar si existfa asgo
ciacién, entre dicha turbidez, como signo del nimero de bacterias
presentes y el mimero de colonias que se formaban, sembrando igual
cantidad de cada uno de los cultivos en agar extracto de carne., A=
simismo, se intenté dicho experimento para saber si el cultivo en
los medios mencionados anteriormente, habfa inducido alguna varia-
cién que se tradujera en el cambio de morfologf{a de las colonias.

Los resultados expuestos en el cuadro, revelan que e-
xiste correlacién entre turbidez y ndmero de colonias desarrolla =
das y que por lo tanto no existe ningdn fenémeno digno de mencién y
que diferencie el cultivo de estas bacterias en los medios estudia
dos, de los medios comunes,

La variacién morfolégica principal, fué observada en

s



los medios con glucosa,
Las colonias presentan un centro transparente irregu-

larj un anillo opaco y alrededor una corona transparente y chataj

aspecto muy diferente del observado en cultivos proveniéntes de me

dios comunes,



AD h(
o.6% 0,3 %
MEDIOS Desarrollolzgmgggog:a Desarroll iﬁ:mgggog:as

1) Sol.acet.e0,1 glu, 'S m.grandes ' m.grandes

" " &0,06" &> medianas * m.grandes

" " gin " oo pequefias >0 medianas
2) Ins.,acet.e0,1 glu, *» grandes *»> medianas

" " &0,06" *» grandes 1 ) grandes

" " gin " +600 m.pequeflas >0 m,pequefias
3) Solein.ace0,1 glu. 'S grandes * medianas

" " ne0,05 " > grandes * medianas

w n vwgin " > medianas 600 pequefias
4) Sol.éter e0,1 glu, 'S grandes | *e medlanas

" " « 0,05 " > grandes > medianas

n = gin " *400 pequeilas >0 pequefias
5) Ins.éter ¢0,.1 glu. *e grandes e medianas

non 0,05 " > m.grandes > pequefias

#» % gin " >0 pequefiias >0 pequefias
6) Solein.ete0,1 glu. > grandes > grandes

" " "e0,05 " ¢ grandes > grandes

" n wgin " *e pequefias *000 pequeiias
7) Sol.alcohe0,1 glu, > grandes > grandes

won 0,05 " > grandes * grandes

w on sin " *00 pequefias >0 pequefias

////
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CAPIIVLO VI
COMPARACION DEL CULTIVO DE BACTERIAS ESPORULADAS Y NO
MEDIOS A HAS D D

En vista de los resultados obtenidos al estudiar el
crecimiento del Bacillus subtills v del Bacillus cereus en medio
de extracto de levadura, se ensayé el crecimiento en esos mismos
medios o en otros levemente modificados de un mayor nimero de
bacterias esporuladas aeroblas y asimismo el de bacterias no es-
poruladas que tenfan como caracteristica comin con aquellas su
comportamiento aerobio y su desarrollo en caldo comin peptonado
(3 gramos de extracto de carnej 5 gramos de peptonaj 1,000 de a=-
gua).

Para tener una informacidén mfs completa se trabajé en
medios con y sin glucosa, Las concentraciones de todos los medios
corresponden a 2,4% de residuo seco,

Del exémen del cuadro sigulente se deduce que las bag
terias no esporuladas crecen en los extractos de levadura (extrace
to total, partes soluble e insoluble) con la misma profusién que
en el extracto de carne peptonado, Los esporulados en cambio reve-
lan en varios casos una diferenciz apreciable de crecimiento en la
fraccién soluble en alconol del extracto de levadura, siendo el
Ba_cereus el que mayor diferencia presenta pues no muestra ningén
crecimiento, E1 B, gubtilils y el B, fusiformis y en mucho menor
grado el ﬁ,_gxggiggg'tienon un comportamiento semejante, en cambio
los Bacillus vulgatus y laterosporus, apenas revelan diferencia
con el extracto de carne peptonado,

La adicién de glucosa, en general no produce cambios

/717



my marcados cuando se compara €1 extracto de levadura total o la
parte insoluble del mismo del caldo extracto peptonado., Por el

contrario en la fraccién del extracto de levadura, se observan dj
ferencias marcadas, Pricticamente todos los esporulados, apenas

crecen o0 no crecen, mientras 1os no esporulados crecen relativa =-
mente bien, con excepcidén del gpterococe v de la Serratis marces-
gens que los hacen en menor grado que en el extraéto de carne pep

tonado adicionado de glucosa,
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Hebiéndose observado la inhidbicién expresada antes
en el crecimiento de las bacterias esporuladas, por el agregado
de glucosa al extracto soluble en alcohol, se ensayd el efecto
de 1a adicién al medioc de otros cuerpos hidrocarbonados, como
ser: sacarosa, lactosa, galactosa, x1losa, 4cido ldctico, £cido
citrico y glicerina, '

El extracto soluble se utiliza, en una concentra -
cidén de residuo de 0,6%, en el cual el Bagclllys cereus v el Ba-
cillus subtilis crecen en forma abundante sin el agregado de
sustancias extrafias al medlo.

El mismo experimento, se hizo en caldo extracto de
carne, de igual concentraciéa (0,6%) que la fraccién de levadu-

ra soluble en alcohol.,

CRECIMIE..TO DELi SUBTILIS Y DF

B, SUBTILIS B, CEREUS
ADICION r—er3c T Ext.sol. Caldo Ext.sol,
0 *o0 > >8 (Y ¥
glucosa 2% ves 0 s> 0
galactosa 2% > 0 oo o
acarosa 2% s o0 S e
lactosa 2% *oe > Vs oo
losa 2% e 0 PO o
« citrico 2% TYYS > *>e >+
licerina 2% e [YVS Fews oo
o léectico 2% . (o] . 0
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mgg;g:lgig 11

ADICION 2 04k 1.2% O o 6% 0,3%
— Bubt,| Cereus [Subt,| Cereus| Subt,! Coreus| Subt, Cereus
0 0 0 * 0 &4+ 4P| *6¢ | So40P| S00e

glucoss 1% 0 0 > ] *e 0 - 0

" 0.1% 0 0 'S 0 > 2 * 2

Y 0.,05% ) 0 > 0 " I see P

n 0.02% 0 0 . ) o 2 *se 2

" 0.01% 0 0 . 0 > 2 *se 2

a. 1ldctico 17 0 0 0 0 0 0 0 0

" " 0,17 0 0 0 0 0 0] 0 0

" n 0.05% 0 0 0 o 0 c 0 0
" " 0,027 ¢ 0 I8 o *oP] *e *P) 30
" " 0,017 0 o] *oP 0 ooF > *eP|  +0e
sacarosa 1% 0 0 > 0 >0 *0e | 0P| seee
" 0.1% 0 o] > 0 *se oes | 200sF| sooe
" 0,05% 0 0 *>e 0 *or +64 | +030P| so0e
" 0.02% C ¥) sosP 0 *ooP|  voe | sresP| sroe
" 0.01% 0 0 »eoP 0 L I T Y
lactosa 1% o] 0 >>e o | oo +68 | esP| seee
" 0,17 0 0 e o | oo o086 | $004P| o0
"  0,05% 0 0 s o | see *6s | so0eF| sses
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Teniendo en cuenta los resultedos del experimento
anterior y con el propésito de ampliar nuestros cenocimientos
acerca de esta cuestién, se utilizaron las mismas sustuncias
en proporcioaes decrecientes, obtenidadose los resultados que
se consignan en los cuedros II y IIT, En todos los medios, se
ha lievado su pHd a 7, utiligando OHNa n y N/10 y un indicador
comin,

Las observaciones fueron hechas a las 48 horas de
siemdra, En un mismo cuadro se han expuesto los resultados obe
tenidos con ol Bgcillus subtilis vy el B, cereus, para poder ae
preciar rds faciluente, las similitudes y diferencias de compop
tamiento de ostas dos bacterlas en eso3s medios,

Analizando los cuadros, hacemos las siguientes de-
ducciones:

1) Con conceatraciones altas (2,4C) de residuo en
el extracto soluble no se observa crecimientc de ningunas de las
dos bacterias esporuladas como fuera observado otras veces,

2) Disminuyendo la concentracién a 1,2%, comienza
a crecer el P, subtills y sélo cuando se reduce al 0,67 el'ﬁ.
gereus muestra desarrollo, este aumenta en un extracto soluble
cuya concentracién es la mitad de la anterlor.

Eatas consideraciones se refleren al medio que no
ha sufrido el agregado de ninguna sustancia extrafia,

Fasando ya a los medios que contienen azicares u
otra sustancia hidrocarbonada conclufmos lo sigulentes

1) La glucosa es el hidrato de carbono, que produ-
ce un efecto inhibitorio mas marcado en el crecimiento de ambas
bacterias esporuladasj pero este efecto se pone aln mas en evi-

////
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dencla con el B, gcereus.

2) Los otros agziicares tienen un comportamiento va=-
riado y en general no producen inhibieién muy acentuada sobre el
crecimiento de estas bacterias, Algunos disacéridos, como la lag
tosa y otras sustaacias hldrocarbonadas como el dcido ce{itrico,
favorecen el desarrollo 4a estas bacteriasg la glicerina produce
una débil inhidicién,
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eriencia III
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3) E! hecho que nos llama la atencidn es el de la in=
fluencia inhibltoria producida por el Jcido 14ctico (lectato de so
dioj.

La axperiencia que se comentd, fué acompaiinda de otra,
en la cual utilizando los mismos medios de cultive y las mismas sug
tancias, se onseyd el efecto sobre el crecimiento de dos bacterias
no esporuladass Eacherichia coll v Serratig mercescens.

Poco o nada varfa el comportamiento de estas bacterias
en aesos medioss ea cuanto al fenémeno de inhibicién, solo el 4cido
14ctico muestra una débil influencia,

Podemos apreclar facilmente en los cuadros precedentes
aquellos que ya se dijo en capitulos anteriores 0 sea que si bien
una disminucién de la concentracién del extracto favorece el desarrg
1llo de las bacterias esporuladas, el efecto opuesto se produce con

las no esporuladas,
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CAPITULO VII]I

IMPORTANCIA DE LA EDAD DEL CULTIVO EN LOS FENOMENOS
OBSERVADOS

Algunos experimentos contradictorios nos indujeron a
investigar si1 los hechos observados pudieron haber sido debidos a
diferencias del materlal sembrado.

En general las experiencias en las cuales aparecfa
1ahibldo el crecimiento, fueron efectuadas con bacterlas esporula
das de 24 horas.de siembra, y de acuerdo con 1z i1dea mencionada,
se hizo una experiencia utilizando cultivos viejos (10 éfas), pa-
ra ver sl la edad de los mismos, pudlera tener influencia sobre el
fenbmeno =n estudio. Z1 ensayo se efectud con el Bacillus sybtilis
y el b, cereus.

Al mismo tiempo se hilzo otra expsrlencia empleando cul
tivos de 24 horas de las mismes bacterias,

No se trabajé solamente con un extracto slcohdlico, si
no con tr2s obtenldos a partlr de distintos exitractos de levadura,

La observacién del cuedre siguiente demuestra que con
cultivos jdvenes, el fenémeno de inhibicidn en presencia de glucosa
es m4s evidente, sobre todoc tratédndoce del Hacillus subtilis; no
obstante el B, cereus presenta aln una marcada inhlbicidn del creci
miento cuando se emplean cultivos viejos,

Esta misue experiencls, nos slrve para demostrar la dj
ficulta¢ de reproducir los mismos resultados con cualquier extracto
alcohélico, pues atin cuando la inhibicidn es manifiesta, los fené-
menos observados no concuerdan exactanente en lus tres medios de

cultivo,
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Ias obgervaciones fueron hechas a las 48 horas..
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GAPITULO IX
F ICIOx

La inhibicién del cultivo observeda en el curso de eg
te estudio, constituye un fenémeno interesante cuyo mecanismo me
rece ser aclarado,

a) La literatura contiene la referencia d= hechos que
guardan alguna analogfa y que creemos conveilente referir para 1
lustrar mejor, los hallaszgos hechos por nosotros.

En verdad la inhibicién del cultivo de 1l:s bacteries
en nedios favorahles para su desarrollo es un hecho conocido deg
de el descubrimieato de las sustancias antisépticas; la explica-
cién del mecanismo de éste fondmeno no ha sido dada de manera sg
tisfactoris,

Desde jue se conocid la constitucidn quimica de sus -
tancias biolégicamente activas (principalrente vitaminns y amino
dcidos) se iavestigaron las exigencias nutritivas de 12s bacterias
con respecto a las sustancias antes mencionadas.

Aparte del interés que oncierra 31 conocimiento de di-
chas exigencias nutritivas en vitaminas u otras sustancias por
clertas bacterias, se ha podido establecer que cuerpos de natura=
leza semej)ante & la de la sustancla necesaria para su crecimiento
pueden actuar de dos maneras, ya como precursores de la sustancia
esencial en el metadbolismo o de mudo tal que interfiere con el
factor incispensable de). erecimiento y éste se inhibde,

08 ejemplos siguientes pusden servir de ilustracién.

1iamingt: Esta sustancia es necesaria para el desarro-
1llo del Staphylococcus aureus, Si a los medios de cultive que cop
tienen tiamina, se les agrega piriticmina, se observa una inhibi-

cién en el erecimientn de 1a bactaria .
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La diferencia estructurel, entre unz y otra sustancla
consiste en que en la piritiamina, el anilln del tiazol de la tig

mina estd reemplazado por el <e la piridina,
N —=e&nNHy H C—co- N,

%Q_L L——cuz———
u,gc.r' Yh, '-A':.::: \ ‘{‘ %"‘“"““ /

El Indice de inhibicién de la piritiamina para el S,
aureus ec de £,000, este Indice indica los 2 de piritiamina nece
sarios pera reducir = la mitad el crecimiento, mfximo que se oh-
tiene por una concentracién de 0,01 g de tiamina por ml. en el
medio,

La anflogs constitucién de la tiamina y piritiamina
puede servir de fundamento a una interpretacién plausible del fe
némeno., 3astarfa admitlr que la segunda desplaza e la tlamina en
alglin sistema en que ésta es indispensable y el producto que ella
forme no sirve para satisfacer el normal desarrollo de la bacte-
ria,

Acido pantoténico. Es este un factor esencial para el

crecimiento de la generalidad de las.bacterias 1écticas.

cHy
]
CHN3 LOH —c.— tHOH —CO— NMNH —EHNy —CH,y ~cook

Se consfaefSEonstituldo por dos porclones: el 4ecido
pantoico y la alanina. La especificidad de la porcién nitrogena-
da (alanina) es mayor que la de la otra; las condensacliones de la
lactona de 4cido pantolco con aleanina, 4cido arino butirico, 4ci-
3o aspdrtico y lisina ea lugar de la alanina, producen sustancias
bioldégicamente inactivas, La condensacién de la alanina con dife-
rentes hidroxidcidos produce sustancias de actividad inhibitoria
muy reduclda, comparada con los productos obtenidos por reemplazo

de la fraccién nitrogenada,



Entre las causas de ecte comportaniertn figurs el blg
queo de siscemas enzim&ticos que utilizan el 4cildo pantoténico,
los cuales son esencleles para la vida de los microorganismos,

Blotinas Exite en 1la clara de huevo una sustancia que
actda como antagonista de la biotina., Se ha demostrado que es una
protefaa que tiene algunas caracter{stices de las albiminas y que
puede combinarse estequiométricamente éon la biotina. Se¢ propuso
para esa sustancia el nombre de "avidina",

Es de accldédn inhibitoria evidente, sobre las sigulen=-
tes bacterias,para las cuales la blotina es un factor esencial de
crecimientos Cl,butylicum casels; L, arabinosus; Str, lactis. Agre
gando un exceso de biotina al wedio queda anulada esta accién in-
hibitoria.

S0lo hay inhibicidn del crecimiento cuendo se trate de
bacterias que necesitan un suministro exterior de la vitamina o
sea que la avidina solo se combinarfe con la biotina que se agrega
al medioc y parece no poder penetrar a aquellos lugares donde se
produze le sintesis de 1z blotina.

Acido p-aminobengzoicos Las sustancias derivadas de es-
te compussto que tienen una accién inhibitoria mdxima, son los
compuestos sulfanilicos.

Cabe sesialar aquf gque fué buscando sustancias que ace
tuaran como antagénicas de los derivados sulfanflicos que se des
cudbrid 1la necesidad del dcido p-aminobenzoico como factor esencial
del crecimiento de ciertas bacterias entre las que figura el Strpp-
tococcus hemolyticus.

Siendo la concentracién inhibitoria de la sulfanilami=

da sobre esa bacteria de 3,03 X ldqﬁ; paralizacién de la actividad

11222



de 1la sulfamida por el £cido P.A.B. se consigue con 1,2-5,8K10™M,
Se buscaron otros derivados no sulfanilados que inhl
bieran el crecimiento de bacterias y cuya accidn fuera antagéni-
ca dsl 4cldo p-a-b pero a pesar de haberse hallado muchos, nin -
guno de ellos produce efectos tan marcsdos como los de los deriva
dos sulfanflicos, La interpretacién del fendmeno de inhibicién es
semejaante a ls meaclonada para las vitarminas anterloras,

Acido nicotfnico y nicotinanlda

“"” omida @“""'-
rvicsdrnie evtirea N\

B el caso de esta vitamina son los derivados sulfona

dos los que producen la inhibicién del crecimlento (piridin-3 sul
fénico)

Todas las innibiciones producidas por la piridin-3 sul
fénico y su amida son anuladas.especificamgnte por el 4cido nico-
tinico o derivados muy préximos. En este caso presenta analogfas
con el del P.A.B. y las sulfamidas, pues el grupo sulfénico o el
de su amida reemplaza al grupo carboxilo cel 4cido nicot{nico, tal
como el grupo amido sulfdnico reeumplaza el grupo carboxilo del P,
Aell,

La accién de estas sustancias es bilen evidente sobre
el Proteus wvulgaris y el Staphylocogcus aureus que requieren para
su crecimiento unz fuente externs del 4cido nicot{nico; la inhibi
cidén es meros evidente sl se usz como factor esencizl la amida ni
cot{nica.

Mucho se ha investlgaco hastaz el rraesente acerca de
las concentraclones éptimas de diferentes vitaminas para permitir

o estimular el crecimiento de los microorganismos, pero poco se
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sabe con respecto a la accién inhibitoria produeida por concentrg
ciones altas de las mismas,

Utilizando ol dcido nicotfnico se han llegado a obte=-
ner resultados interesantes. Las bacterias con las gue se¢ trabajé
no tenfan les mismas exigsncias en cuanto a esta vitaminej para
unas era indispensable un suministro externoc de la misma, en tane
to que otras podfan sintetigarila,

Adn cuando los resultedos son ea términos generales
semejantes no se los puede repetir en forma idéntica, ior ej. ¢l
8, neuatheriym crec{zs poco en presencia de 1,000 a 3,0CC g por
ml, de dcido nicotfnico o de su amida; sin embargo zin cuando los
métodos empleados fueron lguales no fué posible en otros ecasos hg
cer crecer la bacteria en presencia de 1,000 g,

Las bacterias esporulades que £e2 empleavon (%, sybti-
lies 3. vulgatuss B, meggtherjum) revel:zror una innibicidu mas
marcaca gue cualquier otrz bacteria, Los resultados varfan segia
el medio basal empleado, perc es preferible trabajar con medios
sencillosj con los medios que contienen casefna hidrolizada se o}
serva, frente a cantidades considerables de Zcido nicotinico, una
inhibicién mucho menos marcada.

0,1% de extracto de levadura, o sea 1,000 g del mate
rial seco por ml. anulan conpletarente la inhibicidn causaca por
10,000 g de &cido nicotfnicoj naturalmente este efecto e proteg
cidn del extracto de levadura se atenda progresivamente sl dismi=
nuir su concentracién,

Egtos hechos pueden servir en clerto modo, como de
punto de referencia pare intenter una explicacién del mecanismo
del fenémeno de inhibticida que hemos descripto.
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Por razones de tiempo y de dificultades experimentales
no lo hemos podido realizar,

Un intento rudimentario de aclaracién del mecanismo de
inhibicién fuéd llevado a cabo investigando como interfiere el ex-
tracto alcohélico en el crecimiento del B, cereus cultivado en un
medio de composicidén sencilla,

Se eligié como medio de cultivo el de Proskauer y Beck
(citrato de amonio, sulfato), por su constitucién sencilla, Su £ép

mula es8 la sigulente:

Agua destilada 1.000 cc.
504 (NH4)2 38 .
Acido cftrico 2g.
S04Mg 2g.
Fosfato monopotdsico 5ge.

Se disuelven todas las sustancilas de la férmula ante-
rior en aguaj se ajusta el pH a 7., Se agrega 1% de cualquiera de

las fuentes de carbono siguientess

glucosa maltosa

lactosa sacarosa

Para la presente experiencia se ha utilizado glucosa.
De este modo los resultados pueden ser comparados mas facilmente
con los de las experiencias precedentes.

La experiencia fué planeada y realizada en la forma
que se puede apreciar facilmente en el cuadro que sigue, E1 obje-
to que se ha perseguido en dichas experiencias es el de averiguar
81 las condiciones que determinan el metabolismo del B, cereys en
ol medio sintético predominan sobre las del medio de extracto de
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levadura o a la inversa,

Quedarfa por investigar si variando las concentracig
nes relativas de los medios se hubleran observado resultados dig
tintos de los que aparecen en el cuadro,

Cada uno de los 1fquidos usados ha sido esterilizado

por separado y las megclas fueron hechas estérilmente.



M EDTIOS

CRECIMIENTO DEL
BACILLUS CEREUS

0, 63%0,3 s?:g}:, F2d ﬁiz;;sa él cabo de 48 horas
- - 0.5 cc | 0,5 ce 0,1 cc T
- - 0.5 ce | 0,5 ecc | 0,05 ce e
- - 0.5 ¢cc | 0,5 ¢c | 0.02 cc *e
- - 0.5 cc | 0.5 cc 0 o
0.5 ce - 0.5 cc - 0.1 cc *
0.5 cc - 0,5 cc - 0,05 cc &
0.5 cc - 0.5 cc - 0,02 cec >
0.5 ecc - 0.5 cc - 0.1 cc >+
0.5 cc - - 0.5 ce | 0,1 cc o
0.5 cc - - 0.5 ec | 0,05 cec 0
0.5 cc - - 0.5 ¢c | 0,02 ce *
0.5 cc - - 0.5 ce 0 ey
- 0.5 cc | 0.5 cc - 0.1 cc o
- 0.5 cc [ 0,5 cc - 0.05 cc .
- 0.5 cec | 0,5 co - 0.02 cc s
- 0.5 ¢cc | 0.5 cc - 0 L
- 0.5 cc - 0.5 ce | 0.1 cc 3
- 0.5 cc - 0.5 ecc | 0,05 ce ¢
- 0.5 ¢cc - 0.5 cc | 0,02 cc .
- 0.5 cc - 0.5 cc 0 >0
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Se pueden extraer las sigulentes conclusiones:

1) E1 B, cereus crece bien en el medio sintético y en
proporeién del contenido de glucosa. En ausencia de éste el creci-
miento es muy escaso.

2) En el medio de extracto de levadura soluble en ale-
cohol el crecimiento revela igual éomportamiento que en experien -
clas anteriores, esto es que la glucose inhibe el crecimiento tan-
to mas, cuanto mas concentrada,

3) En la mezcla de los dos medios de cultivo, el cre-
cimiento revela un comportamiento anflogo al observado en el medio
sintético, esto es que la glucosa inhibe tanto mas el crecimiento,
tanto mas concentrada.

De esto results evidente que el metabolismo dominante,
en presencla de los dos medios es el que corresponde al del extrag

to de levadura soluble en alcohol,
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CAPITULO X

ONS IDERACIONES SOBRE POSIBLE CONSTITUCION DE 10

Las experiencias acerca del crecimiento y esporulacién
efectuadas en las distintas fracciones del extracto de levadura y
en particular los resultados obtenidos en la fraceién soluble en
alcohol llevaron nuestro interés a buscar la composicidén posible
de este dltimo medio.

No se ha podido llegar sino a resultados provisorios,
en parte por la complejidad del medio y también por la falta de
reacciones suficientemente espec{ficas que evidencien la presen-
cla de pequefias cantidades de las varias sustancias presentes.,

Por tres caminos hemos procurado tener un conocimien
to aproximado del problema que nos ocupaj; 12) la solubilidad de
las sustancias, 22) las reacciones quimicas y 32) el crecimiento
del Lactobacillus casei en ese medio.

La produccién industrial de levadura de cerveza, o
prensada para el uso en la panificacién, ha inducido el desarrg
1lo de otros usos de la levadura y especlalmente en la alimenta-
cién y en la industria de las preparaciones farmacéuticas vitamf{-
nicas. Los extractos de levadura son producidos industrialmente y
de algunos de ellos se conoce su constitucién,

Adn cuando no todos los autolizados de levadura de
cerveza, tengan la misma composicién, pues ésta depende entre o=
tras cosas, del tiempo y de la temperatura de autélisis, puede
servirnos de orientacién para nuestro propésito, el andlisis que
va a continuacidn que es el de una levadura de cerveza autoliza-

da, producida por una firma americana de (U.S.A.)
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El andlisis gufmico de esta levadura revela la sigulente
composicién

Polvo
Sélidos 96,00 %
Nitrégeno total 11.50
Nitrégeno aminado (Van Slyke) 6.50
Amina (% del nitrégeno total) 57.00
Nitrégeno de peptonas 2.00
Nitrégeno de proteosas 0.50
Nitrégeno de polopéptidos,purinas,pirimi
dinas y amidas (por diferencia) 2.50
Carbohidratos por diferencia 13.10
Sustanclas reductoras rastros
Sustancias extraibles por éter 1.50
Cenlzas totales 10.00
Cloruro de Na 0.50
Andlisis de las cenizas
K20 40,10 %
P205 25.25
Al1203 14.76
Fe203 2.69
Mg0 1.17
Ca0 0.35
Si0 2.98
Composicién aproximada en los principales cuerpos
K2HPO4 61.90 %
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K2504 12,37
NaCl 3.74

Amino 4cidos calculados en base a ;62 de NitrGgeno

Arginina 3.5 %
Histidina 1.5 %
Lisina 6.5 %
Tirosina 4,0 %
Triptéfano 1.0 %
Fenilelanina 3.5 %
Cistina 1.6 %
Metionina 2.0 %
Treonina 3.3 %
Leucina 6.4 %
Isoleucina 4,7 %
Valina 4.8 %

Contenido de vitaminas y otras sustancias

Proporecién

en 100 gs.
Tiamina 2.0 mg.
Riboflavina 4,0 mg.
Niacina 20.0 mg.
Acido pantoténico 10.0 mg,
Piridoxina 1.5 mg.
Biotina 0.2 mg.
Acido félico 0.8 mg.

Colina 200.0 mg.
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Probablemente haya también diferencias entre los autg
lizados preparados ¢ partir de diferentes cepas de levadura y de
cepas de conservacién en condiciones diferentes.

Los cuadros que anteceden permiten tener una idea de
cual puede ser la constitucién del extracto de levadura total ob-
tenido por autdlisis y usados en nuestros experimentos. Las sus -
tanclas del extracto soluble en alcohol deben encontrarse entre

los mencionados en dichos cuadros.

1) LA SOLUBILIDAD DE LAS SUSTANCIAS

En cuanto a la composicién de la fraccidn soluble en
alcohol que es la que mejor ha revelado las diferenclas de compor
tamiento de las bacterlias esporuladas, se pueden preveer sus posi
bles constituyentes con el conocimiento de la solubilidad en alcg
hol de los cuerpos mencionados en el andlisis del cuadro anterior.

A continuacién figura esta propiedad para las vitami
nas, polipéptidos, amino 4cidos y las bases purfnicas y pirimidf-
nicas.

VITAMINAS

Jiamina. El1 clorhidrato es muy soluble en agua. La sgo
lubilidad en alcohol es de 1 g. en 100 ce. de alcohol de 95% o en
315 cc. de alcohol absoluto. Insoluble en cloroformo, benceno, é-
ter y acetona,

Riboflavina. Poco soluble en agua (25 partes en 100,000
a 252); soluble en alcohol (4,5 mg. 100 cc. a 272 5 C); también sg
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luble en alcohol amflicofenol, ciclohexanol, acetato de amilo; in
soluble en éter, cloroformo, acetona y benceno. Muy soluble en sg
luclones alcallnas.

Acido nicotfnico. Poco soluble en agua frfa; mas en
caliente., Insoluble en los disolventes orgénicos. Soluble en alcg
hol 1,5 %.

Amida nicotfnica. Muy soluble en agua, acetona, clo-
roformo y butnol. Poco soluble en &ter y benceno, Bastante solu =-
ble en alcohol.

Acido pantoténico. Soluble en agua, acetato de etilo
dioxano, dcido acético glacialj un poco en éter y alcohol etflico
y am{lico; prdcticamente insoluble en benceno y clcroformo.

Piridoxina. Soluble en agua, acetona y alcohol; un
poco en éter y cloroformo.

Solubilidad, en agua frfa: 100 cc., a 262 disuelven

15 gramos,
en alcohol de 958: 100 c¢c, a 252 disue)]
ven 7,5 gramos.
y en alcohol caliente: 100 cc, a 702 41 -
suelven 20 gramos.

Biotina. Fécilmente soluble en agua, metanol y eta -
nol dilufdos; poco soluble en alcohol; insoluble en &ter, cloro =-
formo y benceno.

Acido para-amino benzoico. Este cuerpo figura entre
los constituyentes habituales de la levadura, soluble en agua y
muy soluble en alcohol y éter,

Adenina guanina. Poco soluble en alcohol.
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No pudiéndose enumerar aisladamente, la solubilidad
de los polipéptidos, puede decirse en términos generales que la
mayor{a de ellos son muy solubles en agua, pero insolubles o muy
debilmente solubles en alcohol. Lo mismo puede decirse de los ami

no dcidos.

2) LAS REACCIONES QUIMICAS

Aunque no hayamos podido practicar, todas las reac-
clones posibles para conocer la existencia de todas las sustanclas
que figuran en el cuadro, practicamos las que por su senclllez py
dieron ser llevadas a cabo. A continuacién se las enumera.

Reaccién del biuret: positiva.

Es una reaccién comin de los tripéptidos y demds po-
1lipéptidos superiores, incluyendo las protefnas.

Reaccidn de Millon: positiva.

En general se usa para ldentificar la tirosinaj; la
coloracién roja se debe a la presencla del griupo fenol en la molé
cula.,

Reaccidén de Molisch: positiva.

Reaccién comin a todos los gldcidos, adn para los
que estd{n combinados con otras sustancias,

Reaccidén de Hopkins y Coles positiva,

Se utiliza para evidenciar la presencia de triptéfano.

Reaccidn de Benedict: negativa.

Sirve para reconocer los gldcidos reductores libres,

Reaccidén de Nylander: negativa.

Su empleo es semejante al de la reaccidén anterior.
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Ya que las reacclones que nos permiten averiguar la
presencia de glicidos en la fraccién que estamos analizando han
dado un resultado negativo menos en el caso de la reaccidén de Mo~
lisch que sirve para reconocer los Hidratos de C. que estdn unidos
con otras sustancias, suponemos que se deba a la presencla de 4ci
dos nicleicos, en esa porcién del extracto de levadura, o a la de

sacidridos no reductores.
3) CRECIMIE:!TO DEL CTOBACILLUS CASEI

Como los requerimientos para el crecimiento del L,ca=-
sel, se conocen perfectamente, se han podido preparar medios sin=-
téticos de composicién determinada, para obtener el crecimiento mg
ximo de esa bacteria.

Para la investigacién practicada con el L, casel se
ensay$ un extracto preparado de manera algo diferente a la que se
empled para obtener los primeros extractos que se usaron en este
trabajo.

Se adopté para ello, la eliminacidén de las primeras
fracciones solubles en alcohol, conservando para el estudio las
que se obtenfan después de 6 extracclones en frio con dicho diso]l
vente,

Este extracto soluble, que es mucho menos coloreado
y d4 un residuo de aspecto mas cristalino que el que se obtiene
con las primeras extracciones en alcohol, reveld las mismas propie
dades que los extractos anteriormente usados. Con é1 se ensayé el
crecimiento del L, casel, pues como veros{milmente en su composi-

cién haya un nimero menor de sustancias que en los primeros ex -
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tractos y a alguna o algunos de entre ellos se puede atribuir la
propledad inhibitoria del crecimiento de B, cereus en presencia
de glucosa, resultarf mas simple la investigacién de las sustan-
clas que son responsables de la inhibicidn del cultivo.

Por otra parte, la comparacién del crecimiento en
este extracto y en la fraccién insoluble y en la mezcla de ambas,
demostré que el método adoptado era correcto.

Los resultados de la experlencia se consignan en el
cuadro siguiente, en el cual a t{tulo informativo podemos apre-
clar el crecimlento de distintos Lactobacillus Delbridkii, obte-
nidos a partir de un macerado de mafz,

Observando el cuadro sigulente podemos deducir que si
blen el desarrollo del L, casel no es abundante en el extracto s9
luble en alcohol, con glucosa, contiene las sustanclas lndispensa
bles para su crecimiento; la proporciédn de éstas no es posible co
nocerla tan sencillamente y solo diremos que muy verosimflmente
deben existir aquellas que constituyen el medio sintético emplea-
do para su crecimiento y que son las sigulentes:

Peptona fotolizada (aminodcidos indispensables
o polipéptidos con los ami
nodcidos indispensables)

l-cistina

d-l=-triptdéfano

glucosa

x1losa

extracto de levadura libre,

de riboflavina,

adenina; guanina; uracilo.

xantina

s
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d=-pantotenato de Ca

4cido nicotfnico

MICROORGANISMOS

L. delbrikii (2)
delbrikii (4)
delbrikii (7)
delbridkii (9)
delbrikii (10)

L.
L.
L.
L.

L. casel

piridoxina
dcido p=amino benzoico
M EDI 038
Sol.en (l)ogluLlIns. (3)eglu IsS en|(5)eglu
alc, (1) (2) ce(3) (4) plec.(5)] (6)
- . - 'S & .
- * { 2 L 2 L [ 1 J
- - - *4$ * [ 2 J
- - K (2] [ &
L g ( 2 ] *e [ [ £ )
* >  J *$ L *$

En cuanto a los aminodcidos que

para su crecimiento, segin la publicacién de

requiere el L, casel
B. L., Hutchings and .

W. H., Peterson fueron determinados en un medio que contenfa glu-

cosa, acetato de Na, sales riboflavina, {cidos pantoténicos y ni-

cot{nicos, biotina, piridoxina, adenina y dcido fé1ico. La mezcla

mas sencilla de aminodcidos que producfa el crecimlento mdximo del

L. casel contenfa: leucina, serina, fenilalanina, 4cido glutdmico

y 4cido aspdrtico, valina, cistina, arginina, triptéfano, tirosina,

treonina, metionina, alanina, isoleucina, lisina e histidina. En

algunos casos se ha observado el crecimiento de este microorganis-

mo con mezclas mas sencillas. Se han encontrado asimismo relacio -
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nes antagénicas con algunos de los aminodcidos usados en las expe-

riencias,



CAPITULO XI
TECNICAS USADAS
a) TECNICAS DE COLORACION

Entre las varias técnicas de coloracién de Gram exig
tentes, se ha preferido por su senclllez y rapidez, la de Gram Ni

colle que se describe a continuaciéni

Método de Gram-Nicolle (S.A.B. IV 46, pag. 7)

Soluciones: A, Cristal violetacecesoceesee0y4 go

alcohol etflico 95%.......10 cc.

B. ACido fénico.‘............ l g.

agua destlladaceececesees 100 cc.

Lug°1 IOdo.........0............ lg.
Ioduro de potasiOeceecesess 2 g

agua destiladaecececcecseess200 cc.

Anteriormente, en lugar de 0,4 g. de cristal violeta
en 10 cc, de alcohol se usaba 1 g. de dicho colorante en la misma
cantided de alcohol, pero se ha comprobado que existe una tenden-
cla a la gelatinizacién si la cantidad de colorante es muy gran -
de.

Preparada convenientemente esta solucldn se conserva

por tiempo 1indefinido.
Procedimiento

Extender en capa delgada una suspensién de bacterias
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hecha en una gotita de agua estéril, depositada en la superficie
de un portaobjetos, Fijar las bacterias por el calor, Colorear du
rante 1 minuto con la mezcla de las scluciones A, y B. Escurrir
el colorante., Tratar el preparado con la solucidn de Lugol duran~-
te 1 minuto. Lavar con alcohol de 957 por medio minuto. Lavar con
agua. Colorear con fucsina en solucidén acuosa al 1%, Lavar con a=-

gua, Examinar con lente de inmersidn.

Coloracidn de esporas. -

Muchos son los métodos de coloracidn de esporas, en-
sayados hasta el presente, con mayor o menor eficacia, pero el pro
cedimiento usado invariablemente durante el transcurso de este tra

bajo es el siguiente.

Método de Wirtz modificado por Schaffer-Fulton.
Wirtz (1908) Schaffer y Fulton (1933) (S.A.B., IV 46, pag.l3)

Colorantes:
Verde de malaquita en solucidn acuosa al 5%.

Safranina en solucién acuosa al 0,5%.

Procedimiento.

1) Extender y fijar las bacterias como siempre,

2) Cubrir el preparado con la solucién verde de mala
quita y calentar hasta vapores tres o cuatro ve =
ces, manteniendo el portaobjetos cublerto de colo
rante.

3) Lavar 30 segundos con agua corriente.

4) Cubrir el preparado durante 30''‘con la solucién
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de safranina,
5) Lavar con agua corriente

6) Secar y examinar con lente de inmersidn.

Resultados.

Las esporas deben terfiirse de verde y el resto de la
célule de rojo.

A pesar de ser &ste el método que ha dado mejores re
sultados de los varlos ensayados, las esporas de algunas bacterias
(Bacillus cereus) se muestran reaclas a la tincidén y para &stas ha
sido necesario aumentar el tiempo de contacto con la soluciédn de
verde de malaquita hasta 5 minutos. Este inconveniente disminuye

a medida que el cultivo envejece.,

b) MEDIOS DE_COULTIVO

Se describe en &ste capftulo el extracto de carne
peptonado y el extracto de levadura, pues los medios de cultivo
a base de levadura, han sido explicados detalladamente en los ca

pitulos precedentes.

Caldo_extracto de carne peptonado.

Extracto de carneeeeece3 ge
Peptona Parke Davis...5 g.
Agua corrientesceceessl 1t,

En un litro de agus tibia se disuelven, los ingre=-
dientes sélidos y se calienta el todo a ebullicidn durante 15 mi-

nutos. Luego se enfrfa la solucidén y se ajusta el pH a 7 con OHNa
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N. Se completa el volumen a 1 1t, se entuba y esteriliza en auto-
clave a 1202 durante 15°',

S1 se qulere solidificar este medio, se agrega antes
de la filtracidn agar en un 2%. Se funde esta mezcla en autoclave
a 1302 durante 15 a 20', se filtra por algoddn, se entuba y se es

teriliza como en el caso anterior.

Extracto de levadura
Preparacién.

Un kilo de levadura de cerveza fresca, se desmenuza
en un reclpiente adecuado como ser un matraz de 2 litros; se ta-
pa con algodén y se autolize manteniéndola en la estufa durante
48 horas a 509, Al cabo de este tiempo, la levadura estf{ fldida;
se retira de la estufa, Se mide el volimen obtenido y se agrega
igual cantidad de aguas se ajusta el pH a 7 y se filtra por fil-
tro plegado. El1 filtrado constituye el extracto de levadura, Se
reciben 5 cc, del filtrado en un cristallzador tarado que se de-
Ja en estufa a 100/1102, hasta constancia de peso para determi =-
nar el residuo seco (4 a 6 horas).

El resto del filtrado que constituye el extracto de

levadura se esterilliza en autoclave a 1202 durante 15 a 20°¢,
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CAPITULO XII
DISCUSION

El fenémeno de la esporulacidn est4 gobernado por fac
tores extrinsecos que son por el momento inciertos o desconocidos.

La ausencla de esporas del B, subtilis cultivado en
un extracto de levadura, nos condujo a creer que se podrfa conside
rar el fenémeno de esporulacidn como uno de carencia. También ca =
bfa la hipétesis de que clertas sustancias, o su concentracién ele
vada, o la asociacién de varias sustancias inhibieran el fenémeno
de esporulacién. Los intentos de encontrar algin camino fructifero,
fueron varios pues el fendmeno no estf determinado de manera sufi-
cilentemente precisa y debimos limitar nuwestros esfuerzos a regls -
trar los hechos mas salientes que se observan al cultivar bacterlas
en el extracto de levadura. Parecer{a que en presencia de glucosa
y cuando las sustanclas nutritivas estdn en la forma original del
extracto de levadura, la esporulacién del B, subtilis est{ précti-
camente ausente, mientras es precoz y abundante cuando se cultiva
esta bacteria en un medio de derivados de la carne, La exhuberan -
cia del cultivo y la falta de esporulaciédn parecerfan asoclados.

En la bisqueda de una interpretacién satisfactoria de
la no esporulacién se encontré el fenémeno de la inhibicién del
cultivo de varias bacterias esporuladas, en concentraclones altas
de extracto de levadura, hecho que tiene.el mayor interés si se con
sldera que las bacterias no esporuladas que se ensayaron cultivae
ron abundantemente y guizés mejor cuando crecfa la concentracién

del extracto de levadura.
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Bstos fendmenos son mas aparentes y constantes con la
fraceidn soluble en alcohol del extracto.

Estos hechos parecen indicar que las bacterias espory
ladas 0 algunas de ellas por 1o menos tienen una forma particular
de metabolismo que les fuera comin, Ademfs este comportamiento po-
drfa ser atribufdo a la presencia de sustancias bioldégicamente muy
activas (vitaminas por ej.) que se encuentran en concentracién re-
lativamente alta en el extracto de levadura, Esta hipétesis atra =
yente, hubiera debido ser sometida a la prueba experimental, mas
no ha podido serlo por razomes circunstanciales.

La complejidad del problema es mayor aidn si se consi-
deran los resultados obtenidos con el B, cegeu§ gue crece en extrac
to de levadura de una cierta concentraciéﬁ y no lo hace cuando se
agrega glucosa,

Esta inhibicién estd acompafiada de una leve acidifica
cién. Cuando se la neutralize con un buffer de PO4H3 el crecimien-
to se hace manifiesto, Algunos hechos indican sin embargo que la
acidificacién solamente no es causa de la inhibicién., Otros mono =-
saciridos inhiben también el crecimiento y lo mismo hace el £cido
14ctico (lactato de Na).

No se ha ensayado la participacién que podrfa tener
en esos fendmenos la presencia y la concentracién de los iones P04,
Es natural que el fenémeno se suponga vinculado al metabolismo de
la glucosa y por lo tanto se lo deblera explorar a la luz de los
conocimientos de las transformacliones de este cuerpo.

Un ensayo hecho con la adicién de un medio sintético,
en el que crece el cereus, al extracto de levadura, parecié 1ip

dicar que el fendmeno es mas complejo adn, pues predominé el com-
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portamiento del extracto de levadura de glucosa, sobre el del medio
sintético (que contiene P0O4),

Es obvio que las diferencias tan marcadas del B,cereus
y otras bacterias en dlistintos medlos de cultivo pueden servir de
punto de partida a la investigacidn de la existencia de distintos
caminos de metabolismo o de diferentes sistemas enzimdticos que se
pueden poner de manifiesto cuando se usa el medio apropiado. Basta
con imaginar que en éste pueden encontrarse coenzimas o precurso-
ros de cuerpos o los cuerpos mismos que son esenciales para un
clerto slstema que es dominante en el metabolismo, o que existen-
sustancias inhibidoras de otro clerto camino de metabolismo, para
ver cuantas posibilidades enclerran los hechos experimentales ex-

puestos.
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CAPITULO XIII

RESUMEN Y CONCLUSIONES

La esporulacién del .B, subtilis es demorada y substancialmente
disminufda por el cultivo en un medio de autolizado de levadu-
ra en presencla de glucosa, En ese medio el desarrollo es ex =
huberante y presenta caracterfsticas muy peculiares.

Esta propiedad retartadriz estd contenida en la fraccién solu-
ble en alcohol,

Cuando la concentracién de las materias sélidas de la fraccién
soluble en alcohol del autolizado de levadura es alta (2,4% -
1,2%) el cultivo del B, cereus se inhibe, mientras que con cop
centraclones menores esa bacteria crece, Con otras bacterias
esporuladas el fendmeno es menos aparente y no se observa con
hacterias no esporuladas,

La adicién de glucosa al medio coanstitufdo por la fraccién sely
ble en alcohol inhibe el crecimiento del B, cereus as{ como de
varias otras bacterlas esporuladas ain con concentraciones ba-
Jas de extracto capaces de mantener el crecimiento en ausencia
de glucosa, La inhibicidén es mayor con mayores concentraciones
de glucosa,

Accidn semejante a la de la glucosa se observa con otros mono=-
sacdridos y con el dcido 14etico (lactato de RNz).

El crecimiento del B, cereus en un medio sintétlco puede ser ip
hibidp por la adicidn de la fracciédn soluble en alcohol del ex=-
tracto en presencia de glucosa,.

No se.ha podido encontrar explicacién satisfactoria de la inhi-
bicién del cultivo. Se exponen hechos andloggs contenidos en la
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literdatura.
8) A tftulo informativo se trata de la posible constitucién del egx

tracto de levadura y de la fraccidn soluble en alcoholi/ﬂ
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